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Endocannabinoids  are  strong modulators  of  emotionality  and  present  a
novel  target  for  psychotropic  drug  development.  Increasing  evidence
suggests  that endocannabinoids anandamide and 2­arachidonoylglycerol
(2­AG)  affect  behavior  differentially.  While  the  roles  of  anandamide
have  been  investigated  extensively,  studies  regarding  the  specific  roles













2­AG signaling was  enhanced by  the monoacylglycerol  lipase  inhibitor
JZL184  (8,  and  16  mg/kg)  in  mice  later  submitted  to  the
resident/intruder paradigm.
Results
JZL184  near  completely  abolished  aggressiveness  in  residents  and
increased victimization (i.e., attacks by the opponent). Interestingly, the
level of defensiveness  remained unaltered, despite  the  large  increase  in
bites  received.  The  CB1  receptor  blocker  AM251  (0.5  mg/kg)  did  not
influence  the  effects  of  JZL184.  In  intruders,  JZL184  near  completely
suppressed bites and offensive behavior in a fashion similar to residents,
but  it  also  increased  agitation  and  defensiveness  during,  and  the
corticosterone  response  to,  aggressive  encounters.  Experiments
involving  the  corticosterone  synthesis  inhibitor metyrapone  (30 mg/kg)
suggest  that  the suppression of biting and offensive behavior  is directly
influenced  by  JZL184,  whereas  increased  agitation  and  defensiveness
(seen  in  intruders  only)  are  a  secondary  development  of  the  stress­
endocrine effects of JZL184.
Conclusions
2­AG signaling emerges as  a  surprisingly  strong negative modulator of






























Piomelli  2003 ; Wilson and Nicoll  2002 ). The role of cannabinoid
signaling in emotional behavior is well established, and its utility as a
target for anxiolytic and antidepressant drug development was recurrently































in a series of non­social tests (Aliczki et al.  2012 ,  2013 ; Busquets­Garcia






























Benton and Brain  1981 ; Capanna et al.  1984 ). Mice establish strong























































































Cruz et al.  1994 ; Fernandez Espejo  1997 ), protected head dipping and
stretch­attend posture were studied here as ethological indicators of
anxiety­like behavior. This procedure and interpretation is widely
employed (Aliczki et al.  2012 ,  2013 ; Cruz et al.  1994 ; Navarro et al.







































































































































Resident  mice:  the  effects  of  JZL184  on  aggressive  behavior  and  plasma
corticosterone  (experiment  1).  Note  that  intruders  were  not  treated  in  this
study.  The  lower  panel  also  shows  plasma  corticosterone  data  from
experiment  4a,  to  substantiate  the  finding  that  plasma  corticosterone  is  not
altered by JZL184 in residents. Data were shown as mean ± standard error of
the  mean.  *,  significant  difference  from  vehicle  control;  ,  significant
























Intruder  mice:  the  effects  of  JZL184  on  aggressive  behavior  and  plasma
corticosterone  (experiment  2).  Note  that  residents  were  not  treated  in  this
study. Data were shown as mean ± standard error of the mean. *, significant
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F (1,35) 5.09 6.41 10.07















































































































the only  factor  that  provided  significant  differences; AM251 did not  affect
behavior  significantly.  The  lower panel  demonstrates  that  the  low  dose  of
AM251 (0.5 mg/kg) preserved  its biological activity because  it was able  to
significantly  increase  plasma  corticosterone.  For  comparison,  we  also
showed  plasma  corticosterone  data  obtained  experiment  4a  where  AM251


































and  elevated  plus­maze,  experiment  5).  The  lower  panels  show  the
frequency of  line  crossings  (locomotion)  and  social  interactions  in  the  first
2 min of resident/intruder tests, when these behaviors were not yet affected
by  the  emergence  of  biting  attacks  (experiments  1  and  2;  for  details  see





























































F (1,35) 1.25 0.66
p 0.25 0.42
F (1,35) 0.35 6.14
p 0.57 0.018
































1978 ; Rodriguez­Arias et al.  2013 ; van Ree et al.  1984 ) and (ii) are
typically low in magnitude. JZL184 detaches from other cannabinoid
treatments in both respects: biting and offensive behavior were almost
totally eliminated in treated subjects, and this was seen in both residents
and intruders which are of largely different status in the paradigm
employed. It occurs that the effects of JZL184 on aggression are the
strongest reported so far with cannabinoid treatments.
Differences did occur between residents and intruders: the latter uniquely
showed increased agitation at the beginning of, and increased
defensiveness during the aggressive encounter. Our data suggest that these
effects are secondary to increased glucocorticoid stress responses elicited
by JZL184 in intruders. Agitation—manifested as increased locomotion at
the beginning of the encounter—was clearly abolished by the
a
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corticosterone synthesis inhibitor metyrapone, which demonstrates the
involvement of glucocorticoids in this behavioral response to JZL184. The
situation is more complex with defensiveness which was increased by both
JZL184 and metyrapone, but the increase was abolished by the combined
treatment. This suggests that JZL184 and corticosterone influence
defensiveness by interacting but mutually inhibiting mechanisms. While
the nature of this interaction is unclear at present, this finding still shows
that the two mechanisms are independent of each other. Taken together,
our findings suggest that the effects of JZL184 on biting and offense did
not depend on glucocorticoids, because (i) effects on these behaviors were
similar in residents and intruders, while corticosterone production was
affected in the latter only; (ii) combined treatment with metyrapone and
JZL184 did not alter the behavioral response. By contrast, effects on
agitation and defensiveness were at least partly due to enhanced
glucocorticoid production because (i) these behaviors were not affected by
JZL184 in residents where glucocorticoid production was normal, and (ii)
combined JZL184 and metyrapone ameliorated these behavioral effects of
the former in intruders.
Intriguingly, aggression­related glucocorticoid production was increased
by JZL184 neither in the residents studied here nor in the same strain of
mice submitted to forced swimming stress as reported earlier (Aliczki et al.
2013 ). One can assume that the endocrine effects of JZL184 emerge in
especially critical situations only, but the phenomenon certainly needs
further studies.
JZL184 did not disrupt locomotion and did not affect anxiety, which
suggests that the aggression­related effects noticed here were not
compromised by non­specific behavioral effects. In one of our earlier
studies performed under highly similar conditions, locomotor behavior and
anxiety were increased by JZL184 80 and 120 min but not 40 min after
treatment (Aliczki et al.  2012 ) which is in line with the present findings,
where testing started 40 min after treatment.
Surprisingly, the CB1 antagonist AM251 did not influence the effects of
JZL184 at a dose, which did not affect aggressive behavior per se, but
which preserved its biological activity as shown by its effects on plasma
corticosterone. In addition, a larger dose of the CB1 antagonist AM251 and
JZL184 affected behavior in a highly similar manner, which further
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supports the notion that the mechanisms mediating the effects of JZL184
are other than the CB1 receptor. 2­AG was recently shown to be a strong
endogenous activator of the transient receptor potential vanilloid type 1
(TRPV1) receptor (Zygmunt et al.  2013 ), while TRPV1­KO mice
dominated their wild types in the tube test of social dominance (You et al.,
2012). These findings raise the possibility that 2­AG affects aggressiveness
by a mechanism involving the TRPV1 receptor. Naturally, one cannot
exclude the involvement of other 2­AG­sensitive targets, e.g., the CB2
receptor which was recently shown to be expressed in the brain or the yet
poorly known GPR35 and GPR55 receptors (Onaivi et al.  2006 ; Zhao and
Abood 2013 ). The lack of observable involvement of the CB1 receptor in
the effects of JZL184 may be explained by assuming that (i) off­target
effects 2­AG on aggression are considerably stronger than those mediated
by the CB1 receptor. This assumption is supported by the relatively week
and controversial effects of CB1 ligands on aggressive behavior; (ii) brain
circuits activated by aggressive behavior involve neurons where the
relative importance of CB1 mechanisms is smaller than that of off­target
mechanisms. Noteworthy, the indirect enhancers of cannabinoid signaling
(e.g., enzyme inhibitors) augment ongoing cannabinoid signaling in
neurons that are activated in particular contexts without inducing non­
specific activations in silent neurons, which may confer them functional
selectivity that is absent in the case of other cannabinoid treatments
(Zanettini et al.  2011 ) and may render the second assumption formulated
above viable.
AQ5
Taken together, our findings show that JZL184 is an unusually strong
negative modulator of aggressive behavior. The molecular mechanisms
mediating its effects as well as its more general effects on social behavior
and competitiveness require further studies, which are fully warranted by
the strong effects of the compound on aggression.
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